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SOUHRN

Dostupnost efektivni enzymové substituéni terapie pro lébu Pompeho nemoci uéinila ze stanoveni sprévné etiologické diagnézy auto-
fagickych vakuolarnich myopatii nutnost. Nedévny rozvoj pozndni funkéni patologie téchto poruch navic zcela zménil pohled na jejich
patogenezu a mohl by pfinést nové pfistupy v jejich l6¢bé. Svalové biopsie je dobrym néstrojem pro diferencidlni diagnézu autofagic-
kych vakuolérnich myopatif, v n&kterych p¥ipadech viak moze selhat.

V textu chceme ukézat na sérii péti krétkych kazuistik histopatologicky obraz a moznosti diferencidlni diagnézy autofagickych vakuo-
lérnich myopatii (Pompeho nemoc, Danonova choroba, chlorochinové myopatie) ve svalové biopsii. A také to, ze cesta ke spravné di-
agnéze téchto poruch mize byt pomérné komplikovand.

Povédomi o t&chto onemocnénich a dostupnost neinvazivniho testu suché krevni kapky pro diagnézu Pompeho choroby je dobrym
predpokladem pro odhaleni celé fady pacientd, ktefi jsou zatim vedeni pod jinymi diagnézami a prichazeji tak o moznost lécby.
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Autophagic vacuolar myopathies: what we have learned from the differential diagnosis
of vacuoles in muscle biopsy

SUMMARY

Establishing the correct etiological diagnosis of autophagic vacuolar myopathies (AVM) is an imperative since the recent availability of
the enzyme replacement therapy for the treatment of Pompe disease. Recent recognition of the complex functional pathology of these
disorders dramatically changed the view on their pathogenesis and it may lead to identification of new approaches in the therapy.
Muscle biopsy is a useful tool for the differential diagnosis of the AVM; however, in some cases it may fail.

Through a series of five short case studies we aim at demonstrating the histopathological findings and differential diagnosis of some
AVM (Pompe disease, Danon disease and chloroquine myopathy) in muscle biopsy. We also want to address the fact that the way to
the correct diagnosis of these disorders can be quite complicated.

Awareness of these diseases and the availability of a dry blood spot test for the non-invasive diagnosis of Pompe disease represent

a good basis for detecting patients who are still kept under other diagnoses and thus escaping treatment.

Keywords: autophagic myopathies — vacuoles — Pompe disease — Danon disease — chloroquine myopathy

Autofagie je vysoce regulovanym lysozomélnim pochodem slou-
Zicim k degradaci a obnové proteind a poskozenych nebo nepo-
trebnych bunéenych organel v cytoplazmé (1,2). Tento proces po-
skytuje butice kromé “Oklidu a obnovy” také dodate¢nou energii
(3). Je to jev zcela fyziologicky a sponténni, ve zdravém svalovém
vléknu je vsak morfologicky sotva zastizitelny. Vystupfiovany mo-
ze byt fyziologicky p¥i nedostatku Zivin (3). Existuje viak i dysfunké-
ni autofagie, které doprovézi fadu primérnich lysozomdlnich po-
ruch, stejné tak jako neurodegenerativni choroby, nadory, ale i roz-
né zénétliva onemocnéni (2,4,5). Porucha lysozomélnich funkci ve-
de v postizené burice k tzv. autofagickému stresu (6), ktery dopro-
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vazi patologické akumulace autofagickych meziproduktd v cyto-
plazmé (7). Protoze autofagie je fyziologicky vystupfiovand ve sva-
lové (kosterni i srde¢ni) a nervové tkani (8), byvaii klinické a mor-
fologické projevy lysozomélnich dysfunkci vyrazné prévé tam.
Myopatii, p¥i kterych dochézi k poruse autofagie z divodu ly-
sozomdlni dysfunkee, je celd Fada a maji spole¢ny morfologicky
projev — vakuolizaci svalovych vldken. Patii sem nékteré vrozené
choroby (zejména Pompeho nemoc a Danonova choroba), dle po-
dobny obraz moze byt zpisobeny i ziskanou poruchou, nejéasts-
ji toxickym efektem n&kterych léciv, zejména antimalarik (tzv. chlo-
rochinové myopatie). Vakuolizace svalovych vidken viak nemusi
zdaleka vzdy ukazovat jen na lysozomélni poruchu (viz tabulka
&. 1). Proto vyzaduje diagnostika vakuolarnich myopatii ve svalo-
vé biopsii komplexni pfistup s vyuZitim enzymové histochemie, imu-
nohistologie a elektronové mikroskopie; navic jsou vétsinou nutnd
dal3f vysetteni — enzymologické a molekulérng genetické.
Stanoveni presné etiologické diagnézy vakuolérnich myopatii
mé dnes velky vyznam, ktery se pom&mé& nedévno presunul z ro-
viny spi¥e akademické do polohy &isté praktické, a to zejména kvo-
li recentné dostupné efektivni enzymové substitueni lécbé (ERT,
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Tabulka é. 1. Diferencidlni diagnostika vakuol ve svalové biopsii.

Povod intracytoplazmatickych vakuol Priklady onemocnéni

Lysozomy Pompeho choroba (glykogenéza Il. typu)
Danonova choroba (X-vézand vakuolérni myopatie)
Chlorochinové myopatie
GM1 gangliosidéza
X-vézand myopatie s excesivni autofagii (XMEA)
Kapénky lipidi Mitochondridlni myopatie

Myopatie pii deficience karnitinu

Myopdtie pii deficienci karnitinpalmitoyltransferdzy
Myozitida s inkluznimi t&lisky (IBM)

Hereditarni myopatie s inkluznimi télisky
Okulofaryngedini svalové dystrofie

Distélni myopatie

Desminopatie

Negkteré formy plefencovych myodystrofii (LGMD)

Tzv. lemované vakuoly
(“rimmed vacuoles”; pravdépodobné
jen artefakt vznikly degradaci jédra)

T-tubularni systém Kanalopatie (periodické paralyzy)
Sarkoplazmatické retikulum Sarkotubulérni myopatie
Peroxisomy Lafora body disease

enzyme replacement therapy) Pompeho choroby (9). Navic, i to-
xicky efekt chlorochind |ze zastavit Gpravou terapie.

V nésledujicim textu chceme ukdzat na sérii krétkych kazuis-
tik histopatologicky obraz a moznosti diferencidlni diagnézy au-
tofagickych vakuolarnich myopatii ve svalové biopsii. A také to,
e cesta ke spravné diagnéze téchto poruch moze byt pomérné
krivolaké.

KAZUISTIKY

Pfipad €. 1 (aneb typické pfipady Pompeho nemoci problémy ne-
éini)

17mési¢nimu batoleti muzského pohlavi, bez zévazné&jsi rodin-
né anamnézy stran neurologickych a metabolickych onemocnéni,
byla v sesti mésicich véku ndhodné zjisténa elevace jaternich trans-
amindz. Po vylouéenti jaterniho onemocnéni byla déle zjisténa ele-

vace sérové kreatinkinazy (CK — 7,9 pkat/l, norma u batolat do
2,3 pkat/1) a neurologické vyset¥eni odhalilo periferni hypotonic-
ky syndrom s mirn& opozdénym psychomotorickym vyvojem. Elek-
tromyografie (EMG) prokézala mirnou myogenni lézi, bez zndmek
periferni neuropatie. S podezienim na kongenitalni myopatii byla
indikovana svalova biopsie z m. tibialis anterior.

Svalovd biopsie — velké ¢ast svalovych vidken byla vyplnéna roz-
né& velikymi vakuolami, které byly bud’ opticky prézdné, nebo ob-
sahovaly jemné& bazofilni granula (obr. 1). Vakuoly reagovaly in-
tenzivné v reakci na prokaz kyselé fosfatézy (ACP), coz svédcilo
pro jejich pivod z lysozom0, a v reakci PAS na prikaz glykoge-
nu. Na elektronmikroskopické Grovni odpovidaly vakuoly membra-
nou obklopenym autofagickym vakuolém s heterogennim obsahem
— nékteré obsahovaly jen glykogen, v jinych byly pFitomny rozné
cytoplazmatické degradagni produkty. Zmnozeny glykogen jsme
pozorovali i intracytoplazmaticky. Panel provedenych enzymové
histochemickych vyzetteni ani imunohistologie sarkolemélnich pro-
teinG neozfejmily jinou poruchu.

Obr. 1. Pfipad é 1 - Pompeho nemoc. Izopenta-
nem zmrazené fezy: V prehledném barveni hema-
toxylinem a eosinem (A) i v enzymové histochemii
na prikaz NADH-tetrazolium reduktézy (B, mod-
ry reakéni produkt) je patrnd pritomnost objemnych
vakuol v cytoplazmé svalovych vldken, z&ésti obsa-
hujicich glykogen, z&asti jemna bazofilni granula
(zv&tseni 200x). Elektronogramy ukazuji, ze né-
které vakuoly obsahuji prevazné glykogen (C, zvét-
$eni 5000x), jiné zase cytoplazmatické degradac-
ni produkty (D, zv&tseni 7000x).
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Na podkladé vyse uvedeného jsme piipad uzaveli jakou auto-
fagickou vakuolarni myopatii a vyslovili podezieni na deficit o-glu-
kosidézy. Nésledné& provedené enzymologické vyseteni diagnézu
Pompeho choroby (glykogenézy Il. typu) potvrdilo. Pacient je
v souéasné dobé lécen ERT rekombinantni lidskou a-glukosidazou

(rhGAA).

Pfipad €. 2 (aneb Danonova a Pompeho nemoc maji mnoho spo-
leénych rysd, i kdyz se jednd o zcela jiné poruchy)

28lety muz mél ve 13 letech véku diagnostikovanu hypertrofic-
kou kardiomyopadtii s vyznamnou rodinnou zét&zi (matka zemrela
na srde¢ni selhdni, u sestry iz byla pro hypertrofickou kardiomy-
opatii provedena transplantace srdce). Pro postupny rozvoj srdec-
niho selhavéni byl indikovén k transplantaci srdce. V rémci vyzet-
fovéni byla zjisténa elevace transaminaz a CK. Agkoli nebyl kli-
nicky vyjadieny myopaticky syndrom, EMG vysetreni odhalilo mir-
nou myogenni lézi. Pro upfesnéni diagnézy tedy byla pred trans-
plantaci provedena biopsie m. vastus lateralis.

Svalové biopsie — p¥itomen byl velmi mirny myopaticky vzorec
zmén, zastizeno viak bylo nékolik viaken s autofagickou vakuoli-
zaci, které elektronmikroskopicky odpovidala intralysozomélnimu

| nem zmraZené fezy: Vakuolizace svalovych vldken
v barveni hematoxylinem a eozinem (A). Prokaz ky-
selé fosfatazy (B, cerveny reakéni produkt) ukazal ly-
sozomdlni pivod vakuol, zmnoZend granularmni rea-
~ kee byla patrné v cytoplazmé vléken i mimo vakuo-
: q ly. Imunohistochemicky prikaz sarkolemélniho pro-
-~ teinu alfa-sarkoglykanu (C) ozejmil pFitomnost sarko-
- lemalnich proteind v membranéch vakuol. Zatimeo
B {g prikaz proteinu lysozomélni membrany LAMP-1 (D)
" je ve svalovych vléknech normdlng piitomen, reakce
| na prokaz LAMP-2 (E) prokézala jeho deficit. Zvéie-
“ ni 100x (A-C, E) a 200x (D).

sttadani glykogenu a degradaénich lysozomalnich produktd. Va-
kuoly byly lemovény membrénami, které reagovaly p¥i imunohis-
tochemickém prikazu sarkolemélnich proteind (dystrofin, dysferlin,
sarkoglykany, merosin atp.)(obr. 2).

Na podkladé vyse uvedeného jsme i tento pripad uzavieli jo-
kou autofagickou vakuolérni myopatii a opét vyslovili podezieni na
glykogenézu II. typu (m. Pompe). Provedend enzymologické vy-
Setfeni viak deficit o-glukosidézy vylouéila. Laskavosti prof. Ellede-
ra bylo doplnéno imunohistochemické vy3etfeni membranovych
proteind lysozomédlniho systému a byla tak objevena absence pro-
teinu LAMP-2 (lysosome-associated membrane protein-2) a para-
lelni molekularné genetické vysetieni genu LAMP2 prokézalo pa-
togenni mutaci. Byla tak stanovena diagnéza prvniho &eského pFi-
padu X-vdzané vakuoldrni myopatie (Danonova choroba).

Pfipad €. 3 (aneb normdlni nélez ve svalové biopsii Pompeho ne-
moc nevylucuje)

30lety muz s anamnézou chronické hepatopatie byl pred 6 le-
ty vySetfovan v neurologické ambulanci pro chronické bolesti pé-
tefe a ob&asné vertigo. Pozd&ii se objevily bolesti kloubd a svald,
pocit t8zkych dolnich konéetin a zvysend Gnavnost. A¢koli byla zjis-

Obr. 3. Pripad & 3 - Mikroskopicky okultni Pompeho nemoc. Prehledné barveni izopentanem zmrazeného fezu (A) ani analyza polotenkého plastického
fezu pred elektronovou mikroskopif obarveného toluidinovou modfi (B) znémky vakuolizace ani sttédani patologického materiélu neodhalila. Az sériové
prokrajovéni archivniho materiélu odhalilo jeding vakuolizované viékno (C). Zvétseni 100x (A), 200x (B), 400x (C).
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Obr. 4. Pfipad & 4 - Chlorochinové myopatie. 1zopentanem zmrazené fezy: Vakuolizace svalovych viéken ztetelnd v prehledném barveni HE (A, zvétse-
ni 100x) i v histochemii na diferenciaci vidken I. typu (svétlé) a Il. typu (tmavd)(B, zvétseni 100x). Zndmky vystupiiované lysozomdlni autofagie v elektrono-

vém mikroskopu (C, zvétseni 3000x).

t&na postupné se zvysujici hladina CK (v hladinach 8 — 9 pkat/I,
norma do 3,24 pkat/l), vysetiteni EMG myogenni lézi neprokaza-
lo. Pro pretrvavéni obtizi a elevaci svalovych marker byla prove-
dena biopsie m. vastus lateralis.

Svalové biopsie viak jednoznaéné myopatické zmény neozfejmi-
la. Byla pFitomna jen ojedingld denervovand angulérni atrofické vidk-
na (sv&dé&ici pro moznou Géast neurogennich vlivi na obtize pacien-
ta), panel enzymové histochemickych i imunohistologickych vy3etre-
ni neodhalil &dnou poruchu (obr. 3A,B). Ani pomoci elektronové
mikroskopie jsme neidentifikovali Z4dné pozoruhodnosti.

Potize pacienta viak neustévaly a vy3etfovani pokragovalo. Ve-
likym piekvapenim pro nés bylo, Ze test suché krevni kapky na vy-
lougeni Pompeho nemoci (provedeny o rok pozdsii) pFinesl diag-
nézu — enzymologicky byla potvrzena Pompeho choroba (glyko-
genéza Il. typu) a pacient se dnes lé&i ERT.

| pres relativné povzbudivy konec piibghu jsme se jen obtizng
vyrovnévali se skute¢nosti, ze nase vy3etfeni neodhalila z&dné
znamky této klinicky zieteln& manifestni choroby. Rozhodli jsme
se tedy zpracovat v sériovych fezech cely zbytek izopentanem
zmrazeného vzorku svalu, ktery byl archivovén v hlubokomrazicim
boxu. Po prokréijeni jsme (ve vice nez 200 rezech) nakonec za-
stihli jediné vakuolizované viékno (obr. 3C).

Pfipad €. 4 (aneb chlorochiny dokézou vyvolat obraz podobny
Pompeho nemoci)

45leté zené byl 3 roky pred svalovou biopsii diagnostikovany systé-
movy lupus erythematodes (SLE) s pozitivitou antinukledrnich protila-
tek, s kloubni a kozni symptomatologii, fotosenzitivitou, trombocyto-
penii a organickym psychosyndromem. Od té doby byla lécena glu-
kokortikoidy a antimalariken hydroxychlorochinem. Posledni 3 mési-
ce se u ni rozvinula svalové slabost s bolestmi svald hornich i dolnich
konéetin. EMG vy3effeni myogenni lézi neprokézalo, byla viak mir-
né zvy$end hladina CK (4,83 pkat/l, norma do 2,85 pkat/l). Pro vy-
lou¢eni myotoxicity nékterého z léciv ¢ konkomitantni myozitidy by-
la indikovéna svalové biopsie z m. quadriceps femoris.

Svalové biopsie — pritomen byl mirny myopaticky vzorec zmén
s kolisénim velikosti svalovych vidken. Ve svalovych vldknech jsme
pozorovali zvyraznénou granularni cytoplazmatickou pozitivitu ky-
selé fosfatazy (marker lysozomd), spise fokalng jsme zastihli auto-
fagické vakuoly (obr. 4). Nélez jsme uzavreli jako autofagickou va-
kuolérni myopadtii, etiologicky nejspise toxickou - vlivem chlorochi-
nového preparétu. Selektivni atrofii vidken II. typu, kterd by svéd-
&ila pro steroidni myopatii, ani znémky autoimunitni zan&tlivé my-
opatie, jsme nepozorovali.

Pacientce byl po stanoveni diagnézy chlorochinové myopatie
pFislusny lék vysazen, krétce na to doslo k rychlé dpravé labora-
tornich parametrd a postupnému zlepsovani svalové sily.
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Pfipad &. 5 (aneb chlorochiny uméji vyvolat obraz podobny Pom-
peho nemoci... plati to ale bohuzel i obrécené!)

48letd zena trpéla sedm mésich pred svalovou biopsii bolestmi
zad v bederni pétefi, bolesti kloub a méné& vyraznou svalovou sla-
bosti. Byla klinicky vedena jako pfipad seronegativni revmatoidni
artritidy, pro kterou byla 5 mésic lé¢ena antimalarikem chloro-
chinem. B&hem toho viak bylo zaznamendno zvyseni sérové CK
(kolem 12 pkat/l) a myoglobinu. Pro podezieni z toxického efek-
tu antimalarika, byl chlorochinovy preparét dva mésice pred bio-
psif vysazen a nahrazen methylprednisolonem. Klinické obtize viak
neustévaly a MRI vySetfeni svald navic pfineslo podezFeni na po-
lymyozitidu. S klinickou diferencidlni diagnézou polymyozitidy ne-
bo chlorochinové myopatie byla provedena biopsie m. vastus la-
teralis.

Prvni svalovd biopsie — znamky zénétlivé myopatie nebyly na-
lezeny. Zato dominovala vakuolérni myopatie s pFitomnosti auto-
fagickych vakuol na Grovni svételného i elektronového mikroskopu
(obr. 5). Vzhledem k nedévné anamnéze léeby chlorochinovym pre-
parétem jsme ndlez uzavirali jako suspekini toxickou autofagic-
kou vakuolérni myopatii — chlorochinovou myopatii.

| pFes vysazeni antimalarik viak k opravé klinického stavu ani
laboratornich parametri nedoslo po dobu dalsich 3esti let. Pro tr-
vajici klinické podezFeni na myozitidu byla pacientka nadéle léce-
na steroidy, ddle pak také metotrexatem, aviak bez vyraznéjsiho
efektu. Pro nejasnost diagnézy tedy byla indikovana druhé svalo-
vé biopsie. Zde byl obraz prakticky totozny s obrazem v prvni bi-
opsii — autofagickd vakuolérni myopatie. Podrobnym klinickym do-

Obr. 5. Pripad é. 5 = Pompeho nemoc lééené antimalariky. Vo-
kuolizace svalovych vldken v barveni izopentanem zmrazeného
fezu barveném hematoxylinem-eozinem (zv&tseni 200x).

CESKO-SLOVENSKA PATOLOGIE 1/2013



Setfenim byla dopln&na anamnéza, kterd nové ukazala, Ze svalo-
vé obtize nejspise predchazely za¢atku terapie antimalariky. Vz-
hledem k tomu, Ze ted’ bylo mozné chlorochinovou myopatii z etio-
logie poruchy vylouéit, diagnézu jsme revidovali a indikovali pro-
vedeni festu suché krevni kapky na prokaz Pompeho nemoci. Né-
sledné enzymologické konfirmace deficitu a-glukosidazy diagné-
zu glykogenézy Il. typu (m. Pompe) potvrdila. Pacientka je nyni
indikovéna k ERT.

DISKUZE A PREHLED LITERATURY

Pompeho nemoc

Pompeho nemoc (PN, glykogenéza Il. typu), popsand v roce
1932 holandskym patologem J. C. Pompem (10) patfi v souéas-
nosti mezi nejvyznamnéisi autofagické vakuolarni myopatie. A to
zejména proto, ze od roku 2008 je i v CR dostupné efektivni en-
zymové substituéni 1é¢ba (ERT) rekombinantni lidskou o-glukosi-
dézou (rhGAA) (9). Je to autozomélné recesivni sttadavé lysozo-
mdlni onemocnéni zpisobené primérni deficienci kyselé - 1,4-glu-
kosidazy (GAA; syn.: kyseld maltdza). GAA je lysozomdlni hyd-
rolézou, kterd hydrolyzuje glykogen na glukézu. Z enzymi, jejichz
deficity jsou zodpovédné za rozvoj glykogenéz, je to jediny enzym,
ktery je lokalizovany v lysozomech. Ostatni glykogenézy jsou zpo-
sobeny deficitem cytoplazmatickych enzymd. Agkoli dochézi pfi
deficienci GAA k intralysozomélni akumulaci glykogenu prakticky
ve viech buiikach, nejvyrazngii je diky vystupfiované autofagii po-
stizena srdeéni a kosterni svalovina (8).

Klinické formy PN. PN mé velmi Ziroké spektrum klinické pre-
zentace, od neijtézsi infantilni formy, po méné progresivni , late-on-
set” formy, roz¢lenéné jesté na juvenilni (pfipad ¢. 1) a adultni typ
(ptipady €. 3 a 5)(11). Infantilni forma PN se moze manifestovat
uZ in utero, vé&Sinou je viak diagnostikovana v novorozeneckém
obdobi, kdy se prezentuje kardiomyopatii, makroglosii, hypotonii
a respiraéni insuficienci. Bez lécby je onemocnéni letélni, vésinou
do konce prvniho roku Zivota v disledku kardiorespiraéniho se-
Ihéni. U late-onset forem PN dominuje spise slabost kosterniho sval-
stva s mirnou elevaci sérové kreatinkindzy (postizeny byvaii hlav-
n& proximélni svalové skupiny a brénice, coz pozdgji vede k roz-
voji respiraéni insuficience), kardidlni pFiznaky vétsinou tak vyraz-
né nebyvaii. Obecné je zndmd inverzni korelace mezi tizi PN o hla-
dinou reziduélni enzymové aktivity GAA. A¢koli je ziejmé, Ze roz-
né mutace genu vedou k riznému stupni rezidudlni aktivity GAA
a tizi onemocnéni, stanoveni korelace mezi genotypem a fenoty-
pem zatim mozné neni (12). Ukdzalo se totiz, Ze kromé konkrétni
mutace maiji na fenotyp choroby vyrazny vliv pravd&podobné i epi-
genetické faktory, nebof ve velké kohort& pacientd s totoZznou mu-
taci genu pro GAA bylo spektrum klinického postizeni velmi siro-
ké (13). Tyto faktory bude nutné identifikovat, nebot by mohly byt
dolezité pro rozvoj jesté efektivngisi terapie PN.

Diagnostika. S tizi onemocnéni koreluje i histopatologicky ob-
raz ve svalové biopsii. U t&z3ich infantilnich a juvenilnich forem (pi-
pad €. 1) je obraz dramaticky s intracytoplazmatickou pFitomnos-
ti vakuol, které jsou extrémné veliké a mohou zabirat i véfsinu vidk-
na. Jak jsme ukdzali na pripadu €. 3, u late-onset formy mize byt
obraz necharakteristicky az minimdlni. Intracytoplazmaticka va-
kuolizace prakticky nemusi byt patrné a v t&chto pripadech témér
normélni nélez ve svalové biopsii diagnézu PN nevylu¢uje. Na-
vic, metodika souc¢asné enzymové histochemie neumoziuje pro-
kézat a-glukosidazu v tkéfiovém fezu. Nemizeme tak, na rozdil
od napt. glykogenézy V. typu (m. McArdle, deficientni enzym: myo-
fosforyléza) enzymatickou poruchu prokazat uz v biopsii. Pro diag-
n6ézu PN je ale dostupny pomé&rné jednoduchy a neinvazivni fest
suché krevni kapky (DBS, dry blood spot test), ktery by mé&l pod-
le naseho nézoru a po zkusenostech s pripady €. 3 a 5 vzdy pred-
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chazet indikaci svalové biopsie. Testem, jehoz principu se uziva i pii
skriningu jinych metabolickych onemocnéni, je stanovena aktivita
prislusného enzymu. Pro konfirmaci diagnézy je nutno potvrdit tu-
to sniZzenou aktivitu jesté v kultivovanych fibroblastech, izolovanych
leukocytech ¢i lymfocytech z periferni krve, eventudlng verifikovat
specifickou mutaci (je jich popséno vice nez 150, gen lezi na dlou-
hém raménku 17. chromozomu a mé cca 20kb a 20 exond)(14).
DNA diagnostika PN je dolezitd i pro prenatélni diagnostiku a de-
tekci heterozygotd.

Epidemiologie. Jak ukazuji data ze zahraniénich epidemiologic-
kych studii, celkové incidence PN je asi 1:40.000 (15,16). Coz
znamend, ze by mélo byt v CR diagnostikovano vice nez 200 pfi-
padi. Tato lécitelnd choroba je viak u nés zietelng poddiagnosti-
kovand, nebot diagnostikovanych a légenych pripads v CR neni
v souéasnosti ani patnéct. | proto jsme recentn& dokonéili projekt,
ve kterém jsme se snazili identifikovat v nasem registru ty pipady
svalovych biopsif, u kterych jsme i pres klinické pfiznaky jedno-
znaénou diagnézu nestanovili. A u téch jsme ve spolupréci s klinic-
kymi kolegy indikovali provedeni enzymologickych vysetteni. Pro-
jekt uz prines| své vysledky a jen podtrhuje skute¢nost, ze normdl-
ni nélez ve svalové biopsii diagnézu late-onset Pompeho nemo-
ci nevylucuje. Cesta k narovnani situace by mohla vést pres plos-
ny skrining této choroby v populaci, ktery byl ngkterymi autory
navrzen a na Taiwanu uZ pilotné probihé (17,18).

Patogeneze a kauzélni lééba. Ackoli je dostupné lécba PN, ne-
ni jests v oblasti patogeneze a mechanismu rozvoje tohoto one-
mocnéni vyfesena celd fada otdzek. Neni jasny mechanismus, kte-
rym by mé&la akumulace glykogenu vést k rozvoji svalové slabosti.
Tradiéné se mélo za to, e diky nedostatku glykogenu dochézi
k “energetické krizi” a to ze je divodem dysfunkce svaloviny. Ra-
da praci viak ukézala, ze tomu tak zdaleka neni a ze mnohem
dolezit&jsi nez nedostatek energie (kterou si umi vlékno pofidit i ji-
nak) je hromadéni autofagickych vakuol. To zpGsobuje poruchy
intracelularni signalizace a zmény v uspotadani cystoskeletu sva-
lového vidkna, éehoz dusledkem je omezeni kontraktility (19). Dal-
§im nevyfesenym momentem je skuteénost, Ze ERT (agkoli vyrazné
prodluzuije Zivot pacientd s infantilni formou PN (20) a vede ke sta-
bilizaci onemocnéni u late-onset forem (21)) nefunguje ani zdale-
ka tak stoprocentng, jak by se u kauzdlni lécby ocekévalo (22).
V srde¢nim svalu dochazi p¥i ERT k prakticky kompletnimu Gstupu
lysozomdlniho sttédéni a névratu funkce. U kosterniho svalu ale
z0Ostavaii i pFi normalizaci hladiny aktivity enzymu morfologické
znémky dysfunkéni autofagie (a do rizné miry také myopatické pfi-
znaky) pFitomny i nadéle (20,23,24). Co za timto stoji, neni zatim
jasno. Co viak jasné je, Ze patologicky mechanismus rozvoje PN
jest& neznédme dokonale. Vyzkum uz prinesl prvni vysledky, kdyz
se ukdzalo, ze kromé lysozomd hraji u PN dolezitou roli i mito-
chondriélni abnormality (25). Navic se objevilo n&kolik dalsich pro-
blémd. Napfiklad u malych dé&ti s infantilni formou PN s mutaci zp0-
sobujici Gplné chybéni GAA vzniké pri lé¢bé rhGAA vyrazné imu-
nitni reakece (tzv. CRIM — cross-reactive immunological material)(26).
Budoucnost PN. Hlubsi pochopeni mechanismu rozvoje riznych fo-
rem PN bude nutné pro vyvoj novych generaci jesté efektivngjsi léc-
by. Dostate¢nému proniku rhGAA do lysozomd pacienta pravdé-
podobné brani komplexni autofagicka dysfunkce, proto bylo na-
vrzeno nékolik novych strategii, jok terapeuticky enzym do lyso-
zom{ dopravit — napf. konjugaci rhGAA se syntetickym oligosa-
charidem s navézanym manoso-6-fosfatem (27) nebo kombinaci
ERT a chaperony (28). Tyto malé molekuly se navézi na aktivni mis-
to defektniho enzymu a upravi jeho terciarni strukturu tak, aby byl
schopen transportu z endoplazmatického retikula do lysozomu.
Spektrum symptomatologie PN bude ale moznéd mnohem sirsi, nez
se nyni zdd. Existuje n&kolik praci, které na podkladé pozorovani
mozkovych arteriopatii tvrdi, Ze u PN je postizena i hladké svalo-
vina (29,30)! Tim by se nutnost udrzovat tuto lécitelnou glykoge-
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nézu v zdkladni paleté diferencidlni diagnostiky rozsitila daleko za
hranice neuromuskulérni diagnostiky ¢i kardiopatologie.

Danonova choroba

Danonova choroba (DD), se od Pompeho nemoxci lisi, prestoze ma-
ii v histopatologickém obraze i v klinické symptomatice mnoho spo-
le¢nych rysd. Ackoli byla DD dfive klasifikovéna jako glykogenéza ty-
pu llb, dnes je jasné, Ze se o glykogenézu nejednd. DD je zpUsobe-
na primérni deficienci glykoproteinu vnitini strany lysozomdalni mem-
brany — LAMP-2 (lysosome-associated membrane protein-2)(31). Ten-
to protein hraje dolezitou funkci pii maturaci &asnych autofagickych
vakuol pfi fizi endozom( s lysozomy, jeho nedostatek tedy zpusobi
poruchu normdlni autofagie se viemi dusledky této dysfunkce (32).
Gen pro LAMP-2 je lokalizovany na X chromozomu, a jako u jinych
X-vézanych dominantnich poruch, jsou i u DD muzi postiZeni vyraz-
n&ji nez zenské prenasecky (ale i ony mirn&j$i a pozdgji nastupuijici
klinickou symptomatiku rozvinou) (33). Pacienti s DD maiji klasicky
triédu obtizi: dominuje hypertrofickd kardiomyopatie, méné& vyrazné
je svalové slabost a spise variantni byva mentdlni retardace, kterd je
prekvapivé East&jsi u postizenych Zen (34). Vzacnéji byvaiji také po-
stizena jatra (35) nebo retina (36).

Ve svalové biopsii je podobné jako pfi PN pozorovéna vakuo-
lizace svalovych vldken, ta se viak v nékterych detailech od vakuol
u PN [igi. Jednak, jen ¢ast vakuol je vodojasnych s PAS pozitivnim
materidlem v lumen, &astéi jsou pozorovany vakuoly s jemné ba-
zofilnim granulérnim materidlem. Dalsi zvléstosti je skutecnost, ze
skupinky drobngjsich lysozomélnich granul byvaiji obklopeny mem-
brénou, ve které |ze prokézat Fadu proteind, které jsou normélng
soucdsti komplexu proteind sarkoplazmatické membrény a extra-
celulérni matrix (dystrofin, sarkoglykany, o:2-laminin apod.)(37),
jak jsme ukézali i na nasem pripadu €. 2. Tyto vakuoly byvaii ozna-
ovany jako tzv. AVSF (autophagic vacuoles with sarcolemmal fe-
atures) a pravdépodobné nevznikaiji vchlipenim nebo endocytézou
sarkolemy, jak se drive predpokladalo, ale de novo pFi poruse tran-
sportu sarkolemdlnich proteind do intracelularnich vakuol v cyto-
plazmé (37).

Koneéné diagnostika Danonovy choroby je molekularné gene-
tické (i kdyz i imunohistochemicky |ze prokézat absenci LAMP-2 ve
tkani) a kvdli dominantng kardiologickému postizeni by se na toto
onemocnéni mélo myslet (a provést skrining mutaci genu pro LAMP-
2) u viech pacientt s nevyjasnénou etiologii hypertrofické kardio-
myopatie (31).

Chlorochinovéa myopatie

Dalsi dolezitou poruchou, kterd stoji v diferenciélni diagnéze efio-
logie vakuolarnich autofagickych myopatii ve svalové biopsii, je tzv.
chlorochinové myopatie. Hydroxychlorochin (a dive pouzivany chlo-
rochin) je antimalarikum, které se stéle cast&ji pouziva pri lécbé au-
toimunitnich onemocnéni (systémovy lupus erythematodes, revmato-
idni artritida), ale i pFi chronické reakci $t&pu proti hostiteli (¢<GVHD)
u pacientd po fransplantaci kosii dfeng (38). Chlorochinové prepa-
réty maiji velmi komplexni vliv na imunitni systém — inhibuji cytotoxi-
citu T lymfocytd, indukuii jejich apoptézu a blokuii jejich akfivaci (39),
modu|U|| zpracovéni a prezentaci antigend pomoci HLA-Il a ovliviiu-
if produkei fady cytokinG (40-42). Jsou to velké amfifilni molekuly, kte-
ré se rychle distribuuji v celém t&le (véemé& kosterni a srdeéni svalovi-
ny)(43) a vstupuiji do lysozom0, kde se hromadi. Svou interakei s ly-
sozomy ménf intralysozomdlni pH, &imz dochézi k inhibici lysozomdal-
nich enzymd. Nésledkem toho vzniké lysozomélni dysfunkce a tvor-
ba autofagickych vakuol (44). Nejéast&jsimi vedlejsimi Geinky tera-
pie chlorochiny jsou viak gastrointestindlni poruchy, méné &asto by-
vé pozorovana retindlni toxicita, exantémy ¢ Gtlum kostni dfen& (38);
rozvoj myopatie je relativné vzécny (45).

Pacienti s autoimunitnimi  onemocnénimi (véetné pacientd
s cGVHD) jsou ale &asto léceni vice myotoxickymi latkami najed-
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nou — kromé& chlorochinovych preparétd jsou to zejména kortiko-
steroidy (viz né3 pfipad &. 4 a 5). Navic, tyto systémové choroby
(zejména revmatoidni artritida nebo SLE) mohou byt asociovany
s rozvojem autoimunitni myozitidy. Proto, pokud se u pacienta s n&-
kterym z t&chto onemocné&ni rozvine svalové slabost s elevaci CK,
je indikovana svalova biopsie, kterd jeding dokéze rozlisit mezi
chlorochinovou myopdtii (vakuoly), steroidni myopatif (atrofie via-
ken typu 1IB)(46) a dermatomyozitidou &i polymyozitidou (47). Re-
Senim nastalého stavu je pak bud' zintenzivnéni imunosuprese u za-
nétlivych myopatii, nebo naopak vysazeni n&kterého z myotoxic-
kych imunosupresivnich preparati, coz vede (tak jako v nasem pii-
padu &. 4) k dramatickému zlepseni svalovych obtizi. Skute¢nym
diagnostickym rébusem se ale stévaii situace, kdy je nepoznané
hereditarni autofagické vakuolérni myopatie lé¢ena myotoxickym
preparatem, ktery rovnéz vyvoléva obraz autofagické vakuolérni
myopatie, tak jak tomu bylo u nadeho posledniho pFipadu. Ponau-
enim je, ze pokud po vysazeni myotoxického léku k ocekévané-
mu zlep3eni nedojde, je treba situaci nevzdavat a pétrat dél. Ce-
lou situaci navic komplikuje fakt, ze efekt nékterych myotoxickych
léciv mize pretrvat i pomérné dlouhou dobu po jejich vysazeni (48).

ZAVER

Dostupnost efektivni ERT pro lé¢bu Pompeho nemoci uéinila ze
stanoveni sprévné etiologické diagnézy autofagickych vakuolar-
nich myopatii nutnost. Svalové biopsie je dobrym néstrojem pro di-
ferencialni diagnézu autofagickych vakuolérnich myopatii, v né-
kterych p¥ipadech viak selhévé. Proto je podle naseho nazoru
vhodné indikovat provedent testu suché krevni kapky na vylougeni
Pompeho nemoci pred indikaci svalové biopsie. Povédomi o tom-
to onemocnéni a dostupnost neinvazivniho testu je dobrym pred-
pokladem pro odhaleni celé fady pacientl, kteFi jsou zatim vede-
ni pod jinymi diagnézami a unikaiji tak lécbs.

Nedavny rozvoj poznéni funkéni patologie autofagickych va-
kuolarnich myopatii zcela zménil pohled na jejich patogenezu.
Na Pompeho chorobu uz nelze nahlizet jako na problém se stta-
dénim glykogenu, stejné& tak u Danonovy choroby neni hlavni pro-
blém v lysozomélni dysfunkci. U obou poruch hraje dominantni ro-
li komplexni dysfunkce autofagického procesu, kterd hromadénim
autofagickych vakuol vede k disrupci myofibrilérniho usporédéni
a tim k poruse funkce. Identifikace celé komplexni patogeneze au-
tofagickych vakuolérnich myopatii snad v budoucnu pfinese jests
efektivngisi terapii t&chto onemocnéni.

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACP - kyseld fosfatéza; AVSF — autophagic vacuoles with sarcolemal fea-
tures; cGVHD - chronické reakce $t&pu proti hostiteli; CK — sérové kreatin-
kindza; CRIM - cross-reactive immunological material, DBS - test suché
krevni kapky (dry blood spot test); DD — Danonova choroba; EMG - elek-
tromyografie; ERT — enzymové substituéni terapie (enzyme replacement the-
rapy); GAA — kyseld o-1,4-glukosidéza (synonymum: kyseld maltéza);
LAMP-2 - lysosome-associated membrane protein-2; MRI — magnetické
rezonance; PN — Pompeho nemoc (glykogenéza Il. typu, glycogen storage
disease Il, GSD Il); rhGAA - rekombinantni lidské a-glukosidéza
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